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論文内容要旨
 背景と目的
 活性化膵星細胞は近年,膵の炎症や線維化に中心的な役割を果たすことが明らかになっている。
 膵星細胞はその増殖能が限定されており数代しか継代できないため,これら膵障害の分子機序を
 研究する上で,不死化細胞株は有用なツールとなりうる。今回,不死化ラット膵星細胞株の樹立
 を試みた。
方法
 Wistar系雄性ラットよりNycodenzを用いて膵星細胞を分離し,以下の方法を試みた。すな
 わち,1)レトロウイルスベクターを介した遺伝子導入法によりSimianvirus40丁抗原を遺伝
 子導入する方法,2)通常の継代培養を繰り返す方法である。p53の発現をウエスタン・プロッ
 ティング法により,テロメラーゼ活性をtelomererepeatamplificationprotoeol(TRAP)法
 により測定した。転写因子の活性化をelectrophoreticmobilityshiftassayにより検討した。
 mitogen-activatedprotein(MAP)kinasesの活性化を抗リン酸化抗体を用いたウエスタン・
 プロッティング法により検討した。monocytechemoattractantprotein-1,interceUular
 adhesionmolecule-1,Cytokine-inducedneutrophilchemoattractant-1の発現をenzyme-
 1inkedimmunosorbentassay法により測定した。
結果
 上記方法を用いることにより活発に増殖する細胞が得られた。限界希釈法によりクローニング
 し,Simianvirus40丁抗原を遺伝子導入して樹立した細胞をSAM-K,通常の継代培養を繰り
 返して樹立した細胞をSIPSと名付けた。これらの細胞様は約2年以上繰り返し継代され,不死
 化していると判断された。これらの細胞株はα一平滑筋アクチン(α一SMA),GFAP,ビメンチ
 ン,デスミン,1型コラーゲン,フィブロネクチン,プロリルヒドロキシラーゼを発現していた。
 SAM-Kはテロメラーゼ活性とP53の発現は陽性であったのに対し,SIPSではいずれも陰性で
 あった。これらの細胞株の増殖能は血清やplatelet-derivedgrowthfactor-BBにより亢進した。
 SIPS細胞はInterleukin-1βによりnuclearfactor一κB,activatorpro七ein-1,MAPkinases
 が活性化した。SAM-K細胞はinterleukin-1βによりMCP-1やICAM-1の発現が誘導され,
 MCP-1の発現誘導はnuclearfactor一κBやMAPkinasesの活性化を介していた。SIPS細胞
 はIL4βによりnuclearfactor一κBやMAPkinasesの活性化を介してCytokine-induced
 neutrophilchemoattractant-1の発現が誘導された。更に私はgalectin4のantisensecDNA
 一214一
 をpcDNA3.1に挿入した組換えプラスミドをSIPS細胞に遺伝子導入し,安定発現株を作成し
 た。
結論
 不死化膵星細胞株は膵星細胞のcellbiologyやシグナル伝達の研究に有用であることが示唆
 された。
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 審査結果の要旨
 活性化膵星細胞は近年,膵の炎症や線維化に中心的な役割を果たすことが明らかになっている。
 膵星細胞はその増殖能が限定されており通常数代しか継代できないため,これら膵障害の分子機
 序を研究する上で不死化細胞株は有用なツールとなりうる。今回不死化ラット膵星細胞株の樹立
 が試みられた。
 Wistar系雄性ラットよりNycodenzを用いて膵星細胞を分離し以下の方法が行われた。すな
 わちi)レトロウイルスベクターを介した遺伝子導入法によりSimianvirus40丁抗原を遺伝
 子導入する方法,2)継代培養を繰り返す方法である。p53の発現はウエスタン・プロッティン
 グ法により,テロメラーゼ活性はTRAP法により測定された。転写因子の活性化は
 electrophoreticmobilityshiftassayにより検討された。MAPkinasesの活性化は抗リン酸
 化抗体を用いたウエスタン・プロッティング法により検討された。MCP-1、ICAM-1,CINC-1
 の発現はenzyme-1inkedimmunosorbentassay法により測定された。
 上記方法により活発に増殖する細胞が得られた。限界希釈法によりクローニングし,SV40丁
 抗原を遺伝子導入して樹立した細胞はSAM-K,通常の継代培養を繰り返して樹立した細胞は
 SIPSと名付けられた。これらの細胞株は約2年以上繰り返し継代され,不死化していると判断
 された。これらの細胞株ではα一平滑筋アクチン(α一SMA),GFAP,ビメンチン,デスミン,
 1型コラーゲン,フィブロネクチン,プロリルヒドロキシラーゼの発現がみられた。SAM-Kは
 テロメラーゼ活性とP53の発現は陽性であったのに対しSIPSではいずれも陰性であった。こ
 れらの細胞株の増殖能は血清やpla七elet-derivedg・rowthfactor-BBにより亢進した。SIPS細
 胞はIL-1βによりNF一κB,activatorprotein4,MAPkinasesが活性化された。SAM-K細
 胞はIL-1βによりMCP-1やICAM-iの発現が誘導され,MCP-1の発現誘導はNF一κBや
 MAPkinasesの活性化を介していた。SIPS細胞はIL-1βによりNF一κBやMAPkinasesの
 活性化を介してCINC-1の発現が誘導された。更に,galectin-1のantisensecDNAをpcDNA
 3.1に挿入した組換えプラスミドをSIPS細胞に遺伝子導入し,安定発現株が作成された。
 不死化膵星細胞株は膵星細胞のcellbiologyやシグナル伝達の研究に有用であることが示唆
 された。
 本研究の意義は深く,また第一次審査において指摘された不備が適切に修正されており,審査
 の結果本論文内容が十分学位に値することが確認された。
 よって,本論文は博士(医学)の学位論文として合格と認める。
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